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RESUMO

A hidatidose cistica é uma zoonose causada pelo estagio larval (cisto hidatico) do
Echinococcus granulosus. O cisto hidatico desenvolve-se nas visceras dos
hospedeiros intermediarios como uma estrutura unilocular preenchida pelo liquido
hidatico, que contém os produtos de excrecao/secrecao do parasito. O antigeno B
(AgB) de E. granulosus, um dos principais componentes antigénicos do liquido
hidatico, € uma lipoproteina oligomérica composta por subunidades de 8 kDa. Em
solucdo o AgB existe como distintos oligbmeros e agregados em equilibrio,
contudo, os oligbmeros de aproximadamente 160 kDa sdo predominantes. A
funcdo do AgB néo é totalmente clara, mas dois papeis principais sdo sugeridos:
de molécula imunomoduladora e de carreador de lipidios. Neste estudo, nos
investigamos se o AgB é capaz de interagir com diferentes tipos celulares e afetar
sua viabilidade. O AgB foi purificado por cromatografia de imunoafinidade a partir
de liquido hidatico coletado de cistos hidaticos individuais. A internalizacdo do
AgB pelas linhagens A549 (célula epitelial de pulm&o), NIH/3T3 (fibroblasto), RH
(hepatdcito) e J774 (macréfago) foi avaliada por imunofluorescéncia. A viabilidade
celular foi analisada pelo ensaio de reducao do MTT ap0s incubacdo com AgB por
24 h. As quatro linhagens celulares foram capazes de internalizar o AgB a 37°C.
Para avaliar o envolvimento de endocitose na internalizacdo, células RH foram
incubadas com AgB a 4°C, condicdo que inibe processos de endocitose. Nessa
condigcédo, o AgB néo foi observado no citoplasma celular, sugerindo que vias de
endocitose poderiam estar envolvidas. Células RH e A549 mostraram maior
sensibilidade no ensaio de MTT. A taxa de reducédo de MTT no tratamento com
100 pg/ml de AgB foi de 68% e 57% para RH e A549, respectivamente. Nas
mesmas condi¢des, células NIH/3T3 e J774 mostraram respostas similares, o
nivel de reducdo do MTT foi 80% e 78%, respectivamente. A sensibilidade
observada para as células A549 e RH poderia estar relacionada ao
organotropismo por pulmdes e figado reportado na hidatidose cistica. A
internalizacdo pelas células pode ser uma etapa necessaria para a funcéo do AgB
como carreador de lipidios ou molécula imunomoduladora e durante esse
processo, o AgB poderia causar dano celular nos tecidos do hospedeiro.

Palavras-chave: Echinococcus granulosus, antigeno B, endocitose



ABSTRACT

Cystic hydatid disease is a zoonosis caused by the larval stage (hydatid cyst) of
Echinococcus granulosus. The hydatid cyst develops in the viscera of intermediate
host as a unilocular structure filled by the hydatid fluid, which contains parasitic
excretory/secretory products. E. granulosus antigen B (AgB), one of the major
antigenic component of hydatid fluid, is an oligomeric lipoprotein composed by
small subunits with approximately 8 kDa. In solution, AgB exists as distinct
oligomers and aggegates in equilibrium, however oligomers with approximately
160 kDa are prevalent. The AgB function is not completely clear, but two major
roles are suggested: as an immunomodulatory molecule and as a lipid carrier. In
this study, the ability of AgB to interact with different cell types and to affect cell
viability was investigated. AgB was purified by immunoaffinity chromatography
from hydatid fluid collected from individual hydatid cysts. The internalization of
AgB by A549 (lung epithelial cell), NIH/3T3 (fibroblast), RH (hepatocyte) and J774
(macrophage) cells was evaluated by immunofluorescence. Cell viability was
analyzed by MTT reduction assay after incubation with AgB by 24 h. The four cell
lines tested were able to internalize AgB at 37°C. In order to evaluate the role of
endocytosis in the internalization, RH cells were incubated with AgB at 4°C,
condition that inhibits endocytosis processes. In this condition, AgB was not
visualized on cell cytoplasm, suggesting that endocytosis pathways could be
envolved. RH and A549 cells showed higher sensitivity on MTT assay. The MTT
reduction level on the 100 pug/ml AgB treatment was 68% and 57% for RH and
A549, respectively. In the same condition, NIH/3T3 e J774 cells showed similar
responses, the MTT reduction level was 80% and 78%, respectively. The
observed sensitivity on A549 and RH cells could be related to the organothropism
by lungs and liver reported on cystic hydatid disease. The internalization by cells
might be a necessary step to the AgB function as a lipid carrier or an
immunomodulatory molecule and during this process, AgB could cause cell

damage to the host tissues.

Keywords: Echinococcus granulosus, antigen B, endocytosis



1 INTRODUCAO

1.1 O género Echinococcus

Os helmintos do género Echinococcus sdo endoparasitas obrigatérios
pertencentes a classe Cestoda, familia Taeniidae, cujo ciclo vital é dependente da
associacdo presa-predador entre dois hospedeiros mamiferos obrigatérios
(NAKAO et al.,, 2013). Carnivoros (canideos ou felideos) sdo os hospedeiros
definitivos e suas presas herbivoras sdo os hospedeiros intermediarios. O estagio
larval de Echinococcus spp., 0 cisto hidatico ou metacestddeo, apresenta-se em
trés formas basicas diferentes, dependendo da espécie: unilocular, alveolar ou
policistico (NAKAO et al., 2013).

A taxonomia do género Echinococcus estd em processo de atualizacéo e
estudos recentes, baseados em filogenética, estabeleceram nove espécies
distribuidas mundialmente (NAKAO et al., 2007, 2013; SAARMA et al., 2009). As
espécies Echinococcus granulosus (causadora da hidatidose cistica) e
Echinococcus multilocularis (causadora da hidatidose alveolar) possuem maior
destaque considerando a sua importdncia médica e veterinaria (ECKERT;
DEPLAZES, 2004; MORO; SCHANTZ, 2009).

As espécies Echinococcus equinus, Echinococcus canadensis e
Echinococcus ortleppi, também causadoras de hidatidose cistica, tém maior
relevancia para a veterinaria, pois afetam em maior grau a producao pecuaria. Em
relacdo a hidatidose cistica em humanos, E. granulosus responde por 88,44% dos
casos. O restante é atribuido principalmente ao E. canadensis (11,07%) e raros
casos relatados na literatura (5 no total) sdo de E. ortleppi (ALVAREZ ROJAS et
al., 2014).

Também compdem 0 género as espeécies neotropicais, Echinococcus
oligarthrus e Echinococcus vogeli, causadoras da hidatidose unicistica e
policistica, respectivamente (D’ALESSANDRO; RAUSCH, 2008; MORO;
SCHANTZ, 2009; SANTOS et al., 2012), e as espécies Echinococcus shiquicus e
Echinococcus felidis, as quais ainda nao tiveram seu potencial zoondtico
determinado (NAKAO et al., 2013).
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1.1.1 E. granulosus e a hidatidose cistica

A hidatidose cistica € mantida principalmente pelo ciclo doméstico de E.
granulosus, onde o céo é o hospedeiro definitivo e herbivoros ungulados séo os
hospedeiros intermediarios. O contato direto com cées infectados ou 0 consumo
de vegetais ou agua contaminados com suas fezes sdo importantes meios de
transmissao ao ser humano (WHO, 2010).

A forma adulta do parasito vive no intestino delgado do hospedeiro
definitivo e consiste em um pequeno verme que mede entre 2 e 7 mm de
comprimento. O corpo se divide em escélex (cabeca) e estrobilo (corpo), sendo o
escolex um orgao de fixacdo especializado constituido por quatro ventosas e um
rostelo com pequenos ganchos. O estrobilo € dividido em proglotides, onde a
dltima contém os ovos maduros.

O hospedeiro definitivo libera no ambiente, juntamente com suas fezes, os
ovos do verme. Quando ingeridos pelos hospedeiros intermediarios, 0s ovos
liberam a oncosfera. Esta penetra a mucosa intestinal e é transportada através
das vias linfaticas ou venosas até as visceras, onde se diferencia na forma larval
ou cisto hidatico (MCMANUS et al., 2003).

O cisto hidético (Fig. 1) desenvolve-se nas visceras do hospedeiro
intermediario e consiste em uma estrutura unilocular, preenchida por liquido
hidatico, contendo em seu interior os protoescolices, formas pré-adultas infectivas
para o hospedeiro definitivo (CAMERON; WEBSTER, 1969). A parede do cisto é
composta por duas camadas. A camada externa, acelular e rica em carboidratos,
€ denominada laminar. A camada que reveste o cisto internamente, denominada
germinativa, é formada por células que proliferam e se diferenciam para dar
origem as capsulas proligeras e aos protoescolices (MCMANUS et al., 2003). O
hospedeiro definitivo infecta-se ao se alimentar de visceras contendo cistos
hidaticos.

Os orgaos predominantemente afetados pela hidatidose cistica sdo figado
e pulmao. A sintomatologia é bastante variavel, dependendo do 6rgao afetado, do
tamanho e localizacdo do cisto, da interagdo com o tecido adjacente, de
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complicagBes resultantes da ruptura do cisto e da resposta inflamatéria do
hospedeiro (KERN, 2003).

Figura 1. Estrutura esquematica do cisto hidatico d e E. granulosus. (A) Parede do
cisto: composta por B e C. (B) Camada germinativa: tecido proliferativo do cisto, origina
C, D e E. (C) Camada laminar: camada acelular protegendo externamente o cisto. (D)
Céapsula proligera: vesicula que brota da camada germinativa e origina E em seu
interior. (E) Protoescolices: forma pré-adulta. (F) Capa adventicia: tecido do hospedeiro,
resultado da resposta inflamatéria. Adaptado de Monteiro et al. (2010).

Em seres humanos, o diagnéstico da hidatidose em estagios mais
avancados é feito por técnicas de imagem, como ultrassonografia e tomografia
computadorizada (BARNES et al., 2012; ZHANG et al., 2012). Em estégios iniciais
pode ser usado o diagnostico soroldgico, pois mesmo em uma infeccdo
assintomatica o hospedeiro produz uma resposta humoral detectavel (ZHANG et
al., 2012).

O tratamento da hidatidose cistica consiste, principalmente, em remocao
cirirgica ou tratamento pela técnica chamada PAIR (do inglés puncture,
aspiration, injection, re-aspiration) e/ou tratamento com altas doses, por um

periodo prolongado, com medicamentos antiparasitarios (WHO, 2010).
1.1.2 Epidemiologia
A hidatidose cistica € uma zoonose de distribuicdo global (Fig. 2), que

representa um problema sério de saude publica humana e animal, com

consideravel impacto sécio-econémico (BUDKE et al., 2006; WHO, 2010). Em
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2010 a Organizacdo Mundial da Saude incluiu a hidatidose na lista das doencas
tropicais negligenciadas.

Estimativas sugerem uma perda de 1-3 milhdes de DALYs (disability-
adjusted life years per annum) devido a hidatidose cistica. Além disso, 0s custos
de tratamento aliado as perdas econf6micas para a pecuéaria chegam a US$ 2
bilhdes anuais (TORGERSON; CRAIG, 2011).

Bl Altamente endémico
= Presente

[] Suspeito
=
=

Raro/esporadico

Provavelmente ausente

Figura 2. Distribuicdo mundial de  E. granulosus. Adaptado de WHO (2010).

Na América do Sul, estima-se que a prevaléncia da hidatidose cistica em
ovinos seja de 75% no Peru, 13.6% no Brasil, 9,8% no Uruguai, 9% na Argentina
e 7,2% no Chile (CARDONA; CARMENA, 2013). O rebanho bovino também
apresenta uma alta prevaléncia no Peru (80%), enquanto na Argentina, Brasil e
Chile as taxas giram em torno de 12-20% (CARDONA; CARMENA, 2013).

No Brasil, o estado do Rio Grande do Sul, em especial a fronteira com
Argentina e Uruguai, € uma regido considerada endémica para a hidatidose.
Segundo dados da Divisdo de Fiscalizacao e Defesa Sanitaria Animal (DPA) da
Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Agronegécio (Seapa/RS), no periodo de
2001 a 2009, 10% dos bovinos e 25% dos ovinos abatidos em matadouros
fiscalizados estavam parasitados.
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As espécies de ocorréncia predominante no Rio Grande do Sul sédo E.
granulosus e E. ortleppi. De acordo com de la Rue et al. (2006) 100% das
infecgbes em ovinos sao por E. granulosus. Em contrapartida, em bovinos, 56,6%
das infec¢bes sdo por E. granulosus e 43,4% sé&o por E. ortleppi (BALBINOTTI et
al., 2012).

Em relacdo a infecgdo em humanos, no periodo de 2000 a 2012, um total
de 47 pessoas foram internadas no Rio Grande do Sul com hidatidose cistica, de
acordo com dados do Programa Estadual de Vigilancia da Hidatidose. Entretanto,
esses numeros sdo subestimados, sabe-se que a hidatidose cistica humana
apresenta prevaléncias muito mais elevadas em certas areas (FARIAS et al.,
2004; DE LA RUE, 2008). Além disso, a doenca se tornou de notificacdo

compulséria no Rio Grande do Sul somente em 2010.

1.2 Interface parasito-hospedeiro

Parasitos como o E. granulosus sé&o capazes de estabelecer uma infeccao
cronica, podendo sobreviver por décadas no organismo hospedeiro. Para tal,
desenvolveram um amplo repertério de estratégias, tanto para evasdo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro, como para captacdo de nutrientes
necessarios ao seu desenvolvimento. A relacéo parasito-hospedeiro na hidatidose
cistica é interativa e o desfecho da infeccdo é o resultado do balanco entre os
mecanismos de defesa do hospedeiro e as estratégias de sobrevivéncia do
parasito (SIRACUSANO et al., 2012a).

O liquido hidatico contém os produtos de excrecéo/secrecao do parasito,
assim como, proteinas do hospedeiro, indicando que existe comunicagcao entre o
cisto e o tecido hospedeiro. Em E. granulosus, foram identificadas diversas
proteinas, produtos de excre¢do/secrecdo, cujas funcdes estdo relacionadas a
processos importantes para a sobrevivéncia do parasito, como imunomodulacao,
protecdo contra danos oxidativos e moléculas carreadoras (MONTEIRO et al.,
2010; VIRGINIO et al., 2012).
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1.2.1 Antigeno B

O antigeno B (AgB) é um dos principais componentes do liquido hidatico e
foi primeiramente descrito como uma lipoproteina termoestavel de 120-160 kDa.
No entanto, a presenca de agregados indica que o AgB existe como distintas
formas em equilibrio (ORIOL et al., 1971; ORIOL; ORIOL, 1975; MONTEIRO et
al.,, 2012). Sob condicbes redutoras e desnaturantes, o AgB dissocia em
componentes de 8, 16, 24 e 32 kDa, onde se observa uma reducdo da
abundancia relativa proporcional ao aumento da massa molecular
(LIGHTOWLERS et al., 1989). Trata-se, portanto, de uma proteina oligomérica
formada por subunidades de 8 kDa. Cinco subunidades distintas sado descritas
para o AgB: AgB8/1 (FROSCH et al., 1994), AgB8/2 (FERNANDEZ et al., 1996),
AgB8/3 (CHEMALE et al.,, 2001), AgB8/4 (AREND et al., 2004) e AgB8/5
(MAMUTI et al., 2007). Os genes que codificam as subunidades do AgB fazem
parte de uma familia multigénica (CHEMALE et al., 2001) e apresentam um alto
grau de polimorfismo entre diferentes espécies do género (MUZULIN et al., 2008).
No genoma de E. granulosus foram identificados sete loci de AgB, sendo uma
copia de cada de AgB8/1, AgB8/2, AgB8/4 e AgB8/5 e trés copias de AgB8/3
(Olson.et al., 2012; Tsai et al., 2013; Zheng et al., 2013). Os genes de AgB
formam um cluster que, por sua vez, é flanqueado por um gene conservado em
cestodeos e que possui alta homologia com o receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LDLR) (Olson et al., 2012).

O liquido hidatico possui uma quantidade expressiva de AgB, este é
produzido pelas células da camada germinativa e protoescélices e secretado no
interior do cisto hidatico (DAVIES et al., 1978; SANCHEZ et al., 1991).
Estruturalmente o AgB apresenta distintos estados oligoméricos (MONTEIRO et
al.,, 2012). Andlises tridimensionais por microscopia de forca atbmica
demonstraram que os oligbmeros do AgB apresentam uma forma quase globular
e sdo heterogéneos em tamanho e morfologia (MONTEIRO et al., 2012). Quanto
a composicdo de subunidades, Monteiro et al. (2012) analisaram, por
espectrometria de massas, amostras de AgB purificado de diferentes cistos e

encontraram todas as subunidades, com excecao da subunidade AgB8/5. Esses
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mesmos autores demonstraram que existem diferengas quantitativas na
composicdo de subunidades em diferentes amostras de AgB de E. granulosus.
Entretanto, ainda ndo se sabe onde ou quando ocorre a formacao dos oligdmeros,
se ainda dentro das células ou ap0és a secrecao da proteina.

A funcdo do AgB ainda néo é totalmente clara, mas a presenca de grandes
guantidades no liquido hidatico sugerem um papel importante na biologia do
parasito (MUSIANI et al., 1978; MONTEIRO et al., 2010; AZIZ et al., 2011). Uma
caracteristica peculiar da interacdo Echinococcus-hospedeiro é que a infecgéo
crdnica coexiste com uma detectavel resposta humoral e celular contra o parasito,
cuja sobrevivéncia depende de mecanismos eficientes de evasdo da resposta
imune. Nesse contexto, diversos estudos apontam uma funcdo imunomoduladora
para o AgB, capaz de interferir na resposta imune inata e adaptativa
(SIRACUSANO et al., 2008a).

Shepherd et al. (1991) demonstraram, através de estudos in vitro, que o
AgB é capaz de inibir o recrutamento de neutrofilos, funcdo importante para a
viabilidade do parasito frente a resposta imune do hospedeiro. Virginio et al.
(2007) mostraram que o AgB provoca uma reducdo na producéo de peréxido de
hidrogénio em neutréfilos e sugerem um mecanismo de evasdo importante em
caso de ruptura do cisto, onde o protoescOlex poderia originar um novo cisto.
Siracusano et al. (2008b) relataram que o AgB induz um aumento nas taxas de
apoptose em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes
com hidatidose cistica ativa.

O AgB atua interferindo nas fun¢cdes de mondcitos/macréfagos e células
dendriticas do hospedeiro em diferentes maneiras (RIGANO et al., 2007;
SIRACUSANO et al., 2008b). Mondcitos tratados com AgB tem sua diferenciagéo
em células dendriticas imaturas impedida ou alterada, tornando estas incapazes
de responder a estimulos para maturacdo. Ainda em mondcitos/macrofagos, o
AgB reduz a translocacdo de NF-kB para o nucleo, reduzindo a producdo de
citocinas pro-inflamatorias (SILVA et al., 2013).

A ativacéo de linfécitos T, na qual a razdo Th1/Th2 é deslocada em favor
de uma resposta Th2, é outro mecanismo de modulacdo utilizado pelo E.
granulosus (RIGANO et al., 2001, 2004). Rigano et al. (2004) obtiveram linhagens
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de células T derivadas de pacientes com a doencga ativa e inativa e encontraram
que aquelas proveniente de pacientes com a doenca inativa apresentavam uma
forte resposta Thl, enquanto aquelas de pacientes com a doenca ativa
apresentaram uma resposta mista Th1/Th2/Th0O, mas com predominancia de Th2.
Nesse contexto, o0 AgB modula a maturacdo de células dendriticas sentinelas,
estas quando sensibilizadas com AgB polarizam a resposta celular para aquela do
tipo Th2 (RIGANO et al., 2007).

A expressiva resposta humoral produzida pelo hospedeiro contra o AgB na
infeccdo por E. granulosus, fez dessa proteina um interessante alvo para
imunodiagnéstico. Muitos trabalhos foram realizados para avaliar o valor do AgB
no imunodiagnostico da hidatidose cistica e tanto o AgB nativo, como as
subunidades recombinantes e peptideos sintéticos apresentam alta sensibilidade
e especificidade (GONZALEZ-SAPIENZA et al., 2000; ROTT et al., 2000;
VIRGINIO et al., 2003). O AgB esta entre os antigenos de E. granulosus mais
especificos para uso em testes sorodiagndésticos (ZHANG et al., 2003;
SIRACUSANO et al., 2004; CARMENA et al., 2006).

O AgB faz parte da familia de lipoproteinas HLBPs (hydrophobic ligand
binding proteins) especifica de cestédeos (LEE et al., 2007; ALVITE; ESTEVES,
2012). HLBPs sao conhecidas pela abundancia e imunogenicidade, bem como
por sua estrutura oligomérica de alta massa molecular, composta por
subunidades de 7-11 kDa que séo ricas em a-hélices (ALVITE; ESTEVES, 2012).
As HLBPs podem ser intracelulares, como aquelas de Moniezia expansa
(BARRETT et al., 1997), ou extracelulares, como aquelas identificadas em Taenia
solium (LEE et al., 2007), bem como, o AgB de Echinococcus spp.

Como integrante da familia das HLBPs o AgB pode ter um importante papel
como carreador de lipidios do hospedeiro para o parasito. Foi demonstrado, in
vitro, que a molécula nativa deslipidada do AgB e as formas recombinantes das
subunidades AgB8/1 e AgB8/2 sédo capazes de ligar analogos fluorescentes de
acido palmitico, mostrando a alta afinidade dessa proteina por acidos graxos
(CHEMALE et al., 2005). Obal et al. (2012) analisaram a composicao lipidica
nativa do AgB purificado de cistos bovinos e humanos e encontraram que a
porcdo lipidica representa entre 40 e 50% da massa total da lipoproteina. Obal et
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al. (2012) também identificaram diferentes classes de lipidios associadas ao AgB,
sendo as mais abundantes triacilglicerideos, fosfolipidios (principalmente
fosfatidilcolina) e colesterol. Sabendo-se que em E. granulosus a sintese de novo
de acidos graxos e esterdis ndo ocorre, esses resultados sugerem que o AgB
atua na estabilizacdo de lipidios insoliveis em uma patrticula lipoproteica, o que
permite o sequestro desses lipidios no tecido hospedeiro e sua posterior liberacao
para utilizacao pelo parasito (OBAL et al., 2012).

2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O AgB é uma das proteinas mais abundantes e imunogénicas do liquido
hidatico e seu carater de excrecao-secrecado o torna ainda mais relevante para
estudo, pois aumenta seu potencial de interacdes com moléculas do hospedeiro e
de participacdo em mecanismos de sobrevivéncia do parasito. Evidéncias de
estudos anteriores indicam que, entre outras funcbes, o AgB participa de
mecanismos de evasdo da resposta imune do hospedeiro e da captacdo de
lipidios cuja sintese ndo ocorre em E. granulosus, porém sao essenciais ao seu
desenvolvimento.

Entretanto, ainda pouco se sabe sobre que tipo de interacdo é necessario
que ocorra entre a proteina e as células do hospedeiro, sejam elas de sistema
imune ou do tecido que aloja 0 metacestédeo, para que o AgB exerca seus
efeitos. Investigar se o AgB interage com células do hospedeiro e afeta o
metabolismo das mesmas é um importante passo para a elucidacdo dos
mecanismos pelos quais essa proteina exerce sua funcdo e auxilia na
sobrevivéncia do parasito, contribuindo assim para o melhor entendimento do

papel biolégico do AgB de Echinococcus spp.
2.1 Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho € investigar a capacidade de interacdo do

antigeno B de Echinococcus granulosus com células de mamiferos em cultura,

buscando identificar mecanismos envolvidos na funcéo desta proteina.
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2.1.1 Objetivos especificos

- ldentificar as subunidades presentes em oligdmeros do AgB purificados
de cistos hidaticos individuais de bovinos.

- Avaliar o efeito do AgB sobre a viabilidade de diferentes linhagens de
células de mamiferos em cultura.

- Analisar a capacidade de internalizacdo do AgB por células de mamiferos

em cultura.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de material biolégico

Visceras bovinas contendo cistos hidaticos foram coletadas em um
abatedouro da regido metropolitana de Porto Alegre (RS) e submetidas a
dissecacdo para obtencdo do material biolégico. O liquido hidatico de cistos
férteis (contendo protoescalices) individuais foi coletado por puncéo e aspiracéo e
armazenado a -80°C até o momento de uso. Todos os cistos coletados em nosso
laboratério recebem um numero de identificacdo, permitindo o registro de
informacdes como: cidade de origem do animal abatido, 6rgdo de localizacao do
cisto e a espécie, se E. granulosus ou E. ortleppi. Foram selecionadas para este
trabalho apenas amostras de liquido hidatico de E. granulosus com volume de no
minimo 50 ml (Tabela 1).

Tabela 1. Amostras de liquido hidatico (LH) coletad as a partir d e cistos individuais

de E. granulosus. As amostras sdo identificadas pelo nimero do cisto coletado. A
tabela traz o volume aproximado de LH coletado e o érgdo em que o0 cisto estava

localizado.
LH Volume (ml) Orgéo
#227 220 Pulméo
#330 140 Figado
#348 460 Figado
#360 170 Pulmao
#362 100 Pulméao
#370 350 Pulmao
#405 115 Pulméo
#411 80 Pulméao

3.2 Imunoblot
Aliquotas de 100 pl de cada amostra de liquido hidatico coletado foram

utilizadas para analise quanto a presenca de AgB por imunoblot. As aliquotas de

liquido hidatico tiveram seu conteudo proteico separado por SDS-PAGE 12%. A
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eletroforese foi realizada em tampé&o Tris/Glicina/SDS (250 mM Tris; 1,92 mM
glicina; 1% SDS) com voltagem constante de 100 V. Ap0s a separagdo
eletroforética o conteudo proteico foi transferido para membranas de nitrocelulose
(Hybond ™ECL™, Amersham) em sistema Umido com tampao
Tris/Glicina/Metanol (23 mM Tris; 39 mM glicina; 20% metanol) & 70 V por 1 h e
30 min. Como solugcédo bloqueadora foi utilizado PBS-T (PBS com 0,1% de
Tween-20) contendo 5% de leite desnatado e como solucdo de lavagem apenas
PBS-T. Como anticorpo priméario foi utilizado um pool contendo anticorpos
policlonais produzidos em nosso laboratério contra cada uma das versdes
recombinantes das subunidade do AgB (rAgB8/1-5). Como anticorpo secundario
foi utilizado a-IgG de coelho conjugado a peroxidase (GE Healthcare) em uma
diluicdo de 1:20.000. As membranas foram incubadas com o anticorpo primario
por 1 h e 30 min e com o anticorpo secundério por 1 h. Os blots foram revelados
com o reagente de deteccdo ECL Plus (Pierce) e a quimioluminescéncia foi

detectada usando o sistema de imagem VersaDoc (Bio-Rad).

3.3 Purificacdo do AgB de E. granulosus

As amostras de liquido hidatico foram concentradas em filtros AMICON
Ultra-15, MWCO 3 KDa (Millipore) para um volume de aproximadamente 30 ml e,
em seguida, processadas para enriguecimento da fracdo de lipoproteinas
conforme descrito por Oriol et al. (1971). Brevemente, o liquido hidatico foi
dialisado contra acetato de sédio 5 mM, pH 5, overnight. O material precipitado foi
coletado por centrifugacdo (15.000 x g, 1 h) e ressuspendido em 20 ml de PBS, a
seguir adicionou-se 40% de sulfato de amonio para uma nova precipitacdo, na
qual as lipoproteinas, incluindo AgB, permanecem na fragéo soluvel.

A etapa posterior de purificagdo das amostras foi feita por cromatografia de
imunoafinidade. Anticorpos policlonais, gerados previamente em nosso
laboratorio, contra as subunidades recombinantes rAgB8/1, rAgB8/2 e rAgB8/4
foram acoplados, separadamente, em resina Sepharose® ativada com brometo
de cianogénio (GE Healthcare) para montagem de trés colunas de

imunoafinidade. Cada amostra a ser purificada foi dividida em trés fracdes e cada
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fracdo submetida & cromatografia em uma das colunas montadas. O material
retido na coluna foi eluido com glicina 100 mM, pH 2,5, reunido novamente em
uma unica amostra (com excecdo daquelas submetidas a espectrometria de

massas) e dialisado contra tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 7,4.

3.4 Espectrometria de massas

Amostras de AgB em solucéo (150 ug) foram, primeiramente, precipitadas
em solucdo de acetona contendo 20% de acido tricloroacético (TCA),
ressuspendidas em tampéao desnaturante (8 M de ureia, 25 mM de bicarbonato de
amonio), reduzidas com DTT e alquiladas com iodoacetamida. Em seguida, a
concentracéo de uréia foi reduzida para 1 M, pela adicdo de solugcéo bicarbonato
de aménio 25 mM, e adicionou-se 1,5 pg de tripsina (Trypsin Gold, Mass
Spectrometry Grade, Promega). As amostras foram incubadas com tripsina por 4
h, a 37°C. Apoés esse tempo foi adicionado novamente a mesma quantidade de
tripsina e a incubacdo prosseguiu por mais 16 h. Os peptideos gerados foram
dessalinizados utilizando-se colunas HLB® Waters (Oasis), liofilizados,
solubilizados em 0,1% de acido trifluoroacético (TFA) e entdo analisados.

Em uma segunda abordagem, 60 pug de cada fracdo da amostra #348
foram resolvidas em gel SDS-PAGE 4-16% (Mini Protean TGx, BioRad) e as
bandas correspondentes a mondémero, dimero e trimero foram excisadas. Os
fragmentos de gel foram descorados por meio de sucessivas lavagens em
solugéo 50% acetonitrila/25 mM bicarbonato de aménio e um ultimo passo de
lavagem com 100% de acetonitrila. A seguir, os fragmentos foram liofilizados em
Speed Vac (Centrivap Concentrator - LABCONCO) e reidratados em solugcao 25
mM de bicarbonato de amonio contendo 10 pg/ml de tripsina e incubados por 16 h
a 37°C. Por fim, os peptideos foram extraidos com solucdo 50% acetonitrila/5%
TFA, liofilizados, ressuspendidos em 0,1% de TFA e analisados.

As amostras foram analisadas por espectrometria de massas do tipo LC-
MS/MS, na Unidade de Quimica de Proteinas e Espectrometria de Massas
(Uniprote-MS) do Centro de Biotecnologia da UFRGS.

25



Os dados de massas resultantes foram analisados utilizando o programa
MASCOT versédo 2.2.1 (Matrix Science) e as buscas foram feitas em banco de
dados local contendo as sequéncias de aminoacidos das cinco subunidades do
AgB. Os parametros utilizados para a identificacdo das proteinas no programa
MASCOT foram: maximo de uma perda de clivagem, carbamidometilacdo dos
residuos de cisteina como modificacéo fixa, oxidacdo de residuos de metionina
como modificacdo variavel, 0,3 Da de tolerancia de massa e nivel de significancia

maior do que 0,05.

3.5 Gel nativo BN-PAGE

Aliquotas de 10 pg de proteina eluida de cada coluna de imunoafinidade
foram resolvidas em gel de poliacrilamida BN-PAGE (Blue Native Polyacrylamide
Gel Electrophoresis) 4-16% utilizando-se o sistema NativePAGE Novex® Bis-Tris
(Invitrogen). A eletroforese foi feita a temperatura ambiente, a 150 V por 2 h. Foi
adicionado ao tampéao catodico 0,02% de Coomassie Blue G-250, que confere
carga liquida negativa as proteinas, mas sem alterar sua conformacdo nativa
(SCHAGGER; VON JAGOW, 1991).

3.6 Cultura celular

Células NIH/3T3 (fibroblastos de embrido de camundongo), A549
(adenocarcinoma de pulméo humano) e RH (hepatoma de rato) foram cultivadas
em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado com 10%
de soro fetal bovino. Células J774 (macréfagos de camundongo) foram cultivadas
em meio DMEM suplementado com MEM Non-essential Amino acid solution
(Sigma Aldrich), 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 10 mM de HEPES,
1 mM de piruvato de sodio. Como antibioticos utilizou-se 100 U/ml de penicilina e
100 pg/ml de estreptomicina. Todas as culturas foram mantidas a 37°C em

atmosfera imida 5% de CO:-.
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3.7 Ensaio de MTT

O efeito do AgB sobre células A549, NIH/3T3, J774 e RH foi avaliado por
ensaio de reducdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT). As células foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma densidade de
10° células/ml e na presenca de diferentes concentracdes de AgB (1-100 pg/ml).
Como tratamento controle foi utilizado o mesmo volume de tampéo fosfato de
soédio 20 mM. As solucBes de proteina e controle foram esterilizadas por filtracéo
em 0,22 um. Apos 24 h de tratamento, foi adicionado 0,5 mg/ml de MTT a cada
poco e incubado por 4 h posteriores. Para a solubilizacdo dos cristais de
formazan, 100 pl de solucéo de lise (dimetilformamida 50%/SDS 20%, pH 4,7) foi
adicionada em cada poco e incubada overnight a 37°C. Os valores de

absorbancia foram determinados a 595 nm em leitor de placas Bio-Rad 550.

3.8 Contagem de células em hemocitémetro

Células da linhagem A549 foram cultivadas em placas de 6 pocos a uma
densidade inicial de 10* células/ml. O grupo tratado foi cultivado na presenca de
25 pg/ml de AgB, enquanto ao grupo controle foi adicionado apenas tampéo
fosfato de sodio 20 mM. Apds 24, 48 e 72 h 0o meio de cultura dos pocos foi
removido, as ceélulas foram lavadas trés vezes com PBS e recuperadas com
tripsina-EDTA 0,25% (Life Technologies). A tripsina foi inativada pela adicao de
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e as células imediatamente
contadas em hemocitbmetro. O numero de duplicacdes celulares foi calculado
com a seguinte formula: N° de duplicacdes = [log (N° de células pds-tratamento/N°
inicial de células)] / log2, conforme descrito por Lorge et al. (2008). O numero de
células pés-tratamento corresponde ao numero de células contadas apOs os
diferentes tempos de incubacdo. O numero inicial de células corresponde ao

namero de células no tempo imediatamente anterior.
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3.9 Imunofluorescéncia

Células A549, NIH/3T3, J774 e RH foram cultivadas sobre laminulas de
microscopia (CultureWell™ SecureSlip™, Sigma-Aldrich) colocadas em placas de
Petri de 35 mm de diametro. Apds 4 h de incubac¢do com 25 pg/ml de AgB (a 37°C
ou 4°C, conforme indicado) as células foram lavadas com PBS (3x1 min), fixadas
em paraformaldeido 4% e permeabilizadas com triton X-100 0,2%. Foi utilizado
como solucdo de bloqueio e para diluicdo dos anticorpos BSA 5% em PBS-T
0,05% (PBS com 0,05% de Tween 20). Como anticorpo primario utilizou-se um
pool de anticorpos policlonais gerados contra as subunidades recombinantes
AgB8/1, AgB8/2 e AgB8/4 em uma concentracdo de 2 pg/ml. Como anticorpo
secundario foi utilizado a-1gG de coelho conjugado a Alexa Fluor® 488 (Molecular
Probes) em uma diluicdo de 1:250. As células foram incubadas overnight a 4°C
com 0s anticorpos primarios e por 1 h a temperatura ambiente com o anticorpo
secundario. Para marcacdo dos nucleos foi utilizado 100 nM de DAPI (4 ',6-
diamino-2-fenilindol) (Molecular Probes) e para marcacdo de citoesqueleto foi
utilizado 50 nM de faloidina conjugada a Alexa Fluor® 594 (Molecular Probes). As
imagens foram registradas em microscépio confocal LSM 710 Zeiss, disponivel no
Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS (CME-UFRGS).

3.10 Analise estatistica
O programa SPSS (versdao 20.0.0) foi utilizado para determinar a

significancia dos resultados pelos testes t de Student ou ANOVA de um fator
seguido de post hoc de Tukey.
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4 RESULTADOS

4.1 Purificacdo do AgB de E. granulosus

A purificacdo do AgB foi feita a partir de liquido hidéatico coletado de cistos
individuais. As amostras de liquido hidatico coletadas neste trabalho
apresentaram variacdo na quantidade de AgB detectado no imunoblot. Amostras
com grande diferenca no volume total (Tabela 1) apresentaram também grande
diferenca na quantidade de AgB, como por exemplo, a amostra #370, com
aproximadamente 350 ml e a amostra #411, com 80 ml (Fig. 3). Foram utilizadas
para a purificacdo do AgB as amostras de liquido hidatico #227, #360, #362, #348
e #370, pois apresentavam maior conteudo de AgB, conforme determinado por

imunoblot (Fig. 3).
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Figura 3. Andlise por imunoblot do conteido de AgB nas amostra s de liquido
hidatico coletadas a partir de cistos individuais d e E. granulosus. Uma aliquota de
cada amostra foi resolvida em gel de poliacrilamida e transferida para uma membrana
de nitrocelulose. Para a visualizacdo das bandas correspondentes ao AgB foi utilizado
um pool de anticorpos policlonais gerados contra as subunidades do AgB. O nimero de
identificacdo de cada amostra de liquido hidatico esta no topo da imagem. A massa
molecular dos multimeros detectados esta indicada a esquerda da imagem.

29



A figura 4 mostra os resultados das etapas de purificacdo do AgB nativo.
Nas etapas iniciais de enriqguecimento da fracdo lipoproteica jA € possivel
observar a presenca do AgB (Fig. 4A). Entretanto, também estdo presentes outras
proteinas, tanto do parasito como do hospedeiro, e para separar o AgB dessas
proteinas foi utilizada cromatografia de imunoafinidade. A utilizacdo dos
anticorpos policlonais a-rAgB8/1, a-rAgB8/2 e a-rAgB8/4 permitiu a purificagdo do

AgB livre de proteinas contaminantes (Fig. 4B).
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Figura 4. Purificacdo de AgB do liquido hidatico #3 48 de E. granulosus. (A)
Enriguecimento da fracdo de lipoproteinas. As fragBes obtidas apds os passos de
precipitagdo com acetato de s6dio 5 mM e sulfato de aménio 40% estéo indicadas no
topo da imagem. LH total: Liquido hidatico antes das precipitacfes. Fl: Fracdo insollvel.
FS: Fracdo sollvel. A seta indica a regido do gel onde se observa a banda do
mondmero de AgB (8 kDa) e a cabeca de seta indica a regido onde se observa a
albumina do hospedeiro. (B) Purificacdo do AgB por cromatografia de imunoafinidade a
partir da FS apos precipitagdo com sulfato de amdnio. A massa molecular dos
multimeros visualizados esté indicada a direita da imagem.

4.2 Composicao de subunidades dos oligdmeros do AgB

Amostras de AgB purificadas de liquido hidatico de dois cistos (#360 e
#348) foram analisadas quanto a composicao de subunidades por espectrometria
de massas. As proteinas purificadas em cada coluna de imunoafinidade foram
analisadas separadamente. Primeiramente todas as fracdes foram digeridas em
solucédo, no entanto, somente aquelas da amostra #360 produziram resultados.
Nas trés fracOes desta amostra identificou-se a subunidade AgB8/1, enquanto
AgB8/4 foi identificado apenas na fragcédo purificada com a-rAgB8/1. A subunidade
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AgB8/2 foi identificada nas fragOes purificadas com a-rAgB8/2 e a-rAgB8/4
(Tabela 2.).

Tabela 2. Identificacdo das subunidades d o AgB presentes nas fracdes
purificadas por cromatografia de imunoafinidade a p artir do liquido hidatico #360.

Amostra/fracdo Subunidade Peptideo Score
a-rAgBa/1 AgB8/4 K.YVKDLLEEEDEDDLK.- 95
AgB8/1 R.SVMKMFGEVK.Y + 2 Oxidation (M) 53
K.YFFERDPLGQK.V 25
a-rAgB8/2 AgB8/1 R.SVMKMFGEVK.Y + 2 Oxidation (M) 36
AgB8/2 R.NDPLGQR.L 19
a-rAgBa/4 AgB8/1 K.MFGEVK.Y + Oxidation (M) 15
K.ELEEVFQLLR.K 47
K.YFFERDPLGQK.V 56
AgB8/2 R.NDPLGQR.L 17

Uma nova abordagem foi utilizada para a amostra #348, onde as trés
frac6es foram resolvidas em gel SDS-PAGE e apds, as bandas correspondentes
a diferentes multimeros (mondémeros, dimeros e trimeros) foram excisadas e
submetidas a digestdo com tripsina. As subunidades AgB8/1 e AgB8/4 foram
identificadas nas trés fracdes da purificacdo dessa amostra. A subunidade AgB8/2
foi identificada apenas na fragéo purificada com anticorpo a-rAgB8/2 (Tabela 3).

Buscando verificar se havia alguma diferenca de massa nos oligdmeros
purificados com cada anticorpo, as fracdes da amostra #348 foram analisadas em
gel nativo. Nao foi observado diferenca entre as fracdes, todas apresentam uma
banda predominante de aproximadamente 160 kDa, uma banda menos
expressiva acima e um arraste, indicando a presenca de oligbmeros de alta

massa molecular e variaveis em massa (Fig. 5).
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Tabela 3. Identificacdo das subunidades d o AgB presentes nas fracdes
purificadas por cromatografia de imunoafinidade a p artir do liquido hidatico #348.

Fragdo/banda Subunidade Peptideos Score
a-rAgB8/1 Mondmero AgB8/1 K.ELEEVFQLLR.K 43
AgB8/4 K.DLLEEEDEDDLK.- 17
Dimero AgB8/4 R.KLGEIR.D 30
K.DLLEEEDEDDLK.- 67
AgB8/1 K.ELEEVFQLLR.K 45
Trimero AgB8/4 K.DLLEEEDEDDLK.- 70
AgB8/1 K.ELEEVFQLLR.K 11
a-rAgB8/2 Monémero AgBg/1 -.DDGLTSTSR.S 35
K.ELEEVFQLLR.K 48
K.YFFERDPLGQK.V 59
AgB8/4 R.KLGEIR.D 16
K.VHEVLKK.Y 16
K.DLLEEEDEDDLK.- 52
AgB8/2 R.NDPLGQR.L 1
Dimero AgB8/4 R.KLGEIR.D 36
K.VHEVLK.K 18
R.SDPLGQK.L 19
K VHEVLKK.Y 22
K.DLLEEEDEDDLK.- 74
-.DDGLTSTSR.S 18
AgBsg/1 K.ELEEVFQLLR.K 53
AgB8/2 R.NDPLGQR.L 22
Trimero AgBg/4 R.KLGEIR.D 30
K.DLLEEEDEDDLK.- 78
AgB8/1 K.ELEEVFQLLR.K 40
a-rAgB8/4 Mondmero AgB8/1 K.ELEEVFQLLR.K 51
K.YFFERDPLGQK.V 55
AgB8/4 K.DLLEEEDEDDLK.- 44
Dimero AgB8/4 R.KLGEIR.D 26
K.DLLEEEDEDDLK.- 92
AgB8g/1 K.ELEEVFQLLR.K 56
Trimero AgB8/4 R.KLGEIR.D 48
K.DLLEEEDEDDLK.- 96
AgBsg/1 K.YFFER.D 15
K.ELEEVFQLLR.K 48
K.YFFERDPLGQK.V 22
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Figura 5. Gel nativo BN -PAGE para o AgB #348 de E. granulosus. 10 pg das
amostras purificadas com o0s anticorpos a-rAgB8/1, a-rAgB8/2 e a-rAgB8/4
separadamente e reunidas, conforme indicado no topo da imagem, foram resolvidos em
gel Bis-Tris/Tricina 4-16% do tipo Blue Native (BN). MW: as proteinas utilizadas como
marcadores de massa molecular foram tiroglobulina bovina (669 kDa), gama globulina
bovina (158 kDa) e albumina bovina (66 kDa).

4.3 Efeito do AgB sobre células de mamiferos em cul  tura

Células A549, RH, NIH/3T3 e J774 foram tratadas com AgB por 24 h e, em
seguida, a viabilidade celular foi avaliada por ensaio de MTT. O MTT é um sal
tetrazélio solavel, de cor amarela, que é convertido por células metabolicamente
ativas em formazan, um produto insoltuvel de cor azul/parpura (RISS et al., 2013).
Assim, a quantidade de formazan gerada € proporcional ao numero de células
metabolicamente ativas/viaveis.

As células foram tratadas com concentragfes crescentes de AgB dentro do
intervalo de 1-100 pg/ml e os resultados representam a média de 4 experimentos
independentes, cada qual realizado com proteina purificada de cistos diferentes.
A linhagem A549 apresentou a maior sensibilidade ao tratamento, com diferenca
estatisticamente significativa, em relacdo ao controle, para as concentracdes a
partir de 5 pg/ml. A taxa de metabolizacdo do MTT, variou de 57% para a
concentracdo mais alta (100 pg/ml) de AgB até 73% para a concentragcdo mais
baixa (1 pg/ml). A segunda linhagem mais sensivel foi a RH, cuja taxa de
conversdo de MTT variou de 68% em 100 pg/ml de proteina até 86% em 1 pg/ml.
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Entretanto, somente foi observada diferenca estatistica para concentracdes a
partir de 25 pg/ml. As linhagens NIH/3T3 e J774 apresentaram sensibilidade
similar ao tratamento com AgB, porém nao foi observada diferenca significativa
em relacdo ao controle. Os niveis de conversdo do MTT, na concentragcdo mais
alta, foram de 80% e 78% para NIH/3T3 e J774, respectivamente (Fig. 6). O efeito
parece ser dose independente, pois ndo foi observada diferenca estatistica entre
os tratamentos com diferentes concentracdes de AgB.
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Figura 6. Capacidade de conversao de MTT de células em cultura apés 24 h de
incubacdo com diferentes concentracbes de AgB. Células das linhagens NIH/3T3,
A549, RH e J774 foram expostas ao AgB de E. granulosus nas concentra¢fes indicadas
no eixo x. Resultados apresentados como porcentagem em relagéo ao controle tratado
apenas com tampao e considerado 100%. Os valores representam média e desvio
padrdo de quatro experimentos independentes conduzidos em triplicata. **P<0,01 em
relacdo ao controle.
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Devido a sua maior sensibilidade no ensaio de MTT, a linhagem A549 foi
utilizada para contagem do numero de células em hemocitdmetro e calculo do
namero de duplicacdes celulares apos tratamento com 25 pg/ml de proteina por
24, 48 e 72 h. Para os trés tempos analisados, foi observado um menor nimero
de células na cultura tratada (Fig. 7), no entanto, somente em 48h essa reducgéo
foi estatisticamente significativa. O niamero de células foi 29% menor apos 48h de

tratamento com AgB, em relacdo ao controle (inserto da Fig. 7).
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Figura 7. Efeito do AgB sobre o nimero de células A 549 apés diferentes tempos
de tratamento. Células da linhagem A549 foram contadas em hemocitdmetro apos
exposi¢cdo a 25 pg/ml de AgB, nos tempos indicados no eixo x. As células do grupo
controle foram tratadas apenas com tampao. O grafico apresenta o niumero absoluto de
células determinado apés os trés tempos de tratamento, sendo o tempo 0 = 2x10*
células. Os valores representam a média + desvio padrédo de trés contagens. *P<0,05
em relacdo ao respectivo controle. No grafico inserto os dados sao apresentados como
proporcao relativa ao controle tratado apenas com tampéo e considerado 100%.

O calculo do numero de duplicagcbes mostrou que, em 24 e 48 h a cultura
tratada com AgB apresenta um numero menor de duplicacbes em relacdo ao

controle, entretanto, em 72 h ocorre uma inversao e o numero de duplicacdes &
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maior na cultura tratada (Fig. 8). Todavia, tanto as diferengcas entre 0s grupos
tratado e controle quanto entre os diferentes tempos ndo se mostraram

significativas.
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Figura 8. Nimero de duplicagBes da populagdo de cél ulas A54 9 tratadas com 25

pg/ml de AgB. Células da linhagem A549 foram contadas em hemocitdmetro apés 24,
48 e 72 h de incubacdo com AgB. O nimero de duplicagdes foi calculado conforme
descrito por Lorge et al.(2008). Os dados representam a média e desvio padrao de trés
contagens.

4.4 O AgB é internalizado por diferentes linhagens celulares

Células A549, RH, NIH/3T3 e J774 foram incubadas com 25 pg/ml de AgB
por 4 h e em seguida foram fixadas e preparadas para analise por microscopia
confocal. Para todas as linhagens foi observada a presenca do AgB no
compartimento citoplasmatico, indicando que o AgB interage com as diferentes

linhagens celulares e é internalizado pelas mesmas (Fig. 9).
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Figura 9. Oligdbmeros d o AgB sdao internalizados por células  de mamiferos em
cultura. As células foram cultivadas em presenca de AgB por 4 h e fixadas em
paraformaldeido. A marcagdo imunofluorescente foi feita com um pool de anticorpos
primérios a-AgB8/1-2-4 e secundario a-IgG de coelho conjugado & Alexa Fluor® 488.
(A) Seccdes medianas de séries Z obtidas por microscopia confocal mostrando a
localizagdo citoplasmatica da proteina internalizada (verde). Em azul, DAPI (nlcleo) e
em vermelho, faloidina conjugada a Alexa Fluor® 594 (actina). Controle representa
células tratadas apenas com tampéo. (B) Projegdo ortogonal (plano vertical em relagao
a série Z) confirmando a localizacéo interna do AgB.
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4.4.1 Mecanismos de endocitose estédo envolvidos na internalizacdo do AgB

A internalizacdo por endocitose € inibida em baixas temperaturas
(RICHARD et al., 2003; NISHI; SAIGO, 2007), assim, com 0 objetivo de verificar
se 0 AgB tem acesso ao citoplasma celular por algum processo de endocitose,
células da linhagem RH foram incubadas com AgB nas condi¢cdes de tempo e
concentracdo de proteina descritas anteriormente, porém, a temperatura de
incubacéo foi alterada para 4°C. Como podemos observar na figura 10, o AgB ndo

foi detectado no citoplasma das células nessas condicdes.

Controle EgAgB

Figura 10. Inibicdo da internalizagdo do AgB  em baixas temperaturas . Células RH
foram cultivadas a 4°C, na presenca de AgB, por 4 h e fixadas em paraformaldeido. A
marcacao imunofluorescente foi feita com anticorpo primario o-AgB8/1-2-4 e secundario
conjugado a Alexa Fluor® 488 (verde). Em azul, DAPI (nlcleo) e em vermelho, faloidina
conjugada a Alexa Fluor® 594 (actina). Controle representa células tratadas apenas
com tampao.
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5 DISCUSSAO

O E. granulosus é um helminto de vida longa que possui diversos
mecanismos moleculares que viabilizam seu desenvolvimento e o protegem da
eliminacdo, ao mesmo tempo em que minimiza a patologia no hospedeiro. Para
evadir-se da resposta imune do hospedeiro, assim como para obter os nutrientes
necessarios ao seu desenvolvimento, 0 parasito secreta e expde diferentes
moléculas (SIRACUSANO et al., 2008b).

O AgB é o principal antigeno presente no liquido hidatico de E. granulosus.
Embora sua fungdo bioldgica ndo seja totalmente compreendida, duas principais
funcdes sado atribuidas ao AgB: imunomodulacdo e captura e transporte de
moléculas lipidicas do hospedeiro (CHEMALE et al., 2005; SIRACUSANO et al.,
2008b, 2012b; OBAL et al., 2012). Este trabalho buscou avaliar a interacdo do
AgB com diferentes tipos celulares e os efeitos dessa interagdo, produzindo
informacédo sobre os mecanismos moleculares pelos quais o AgB exerce suas
funcdes e contribuindo para uma melhor compreensédo da funcéo biolégica dessa
proteina.

A contribuicdo de cada subunidade para a funcdo e/ou estrutura do AgB
nativo ainda € desconhecida. Em relacdo a funcao, sabe-se que as subunidades
recombinantes AgB8/1 e AgB8/2 sdo capazes de ligar compostos hidrofébicos de
maneira similar a proteina nativa (CHEMALE et al., 2005). Em relacdo a estrutura,
estd descrito que as subunidades recombinantes AgB8/1, AgB8/2 e AgB8/3 sdo
capazes de se associar de forma nao-covalente, formando oligbmeros com
caracteristicas similares aos oligdbmeros nativos (MONTEIRO et al., 2007, 2012).
Além disso, as informacdes disponiveis sobre a expressdo de cada subunidade
sdo contrastantes, demonstrando que existe variacdo na expressdo das
subunidades do AgB entre cistos de E. granulosus. Monteiro et al. (2012)
encontraram em liquido hidatico, tanto de cisto bovino quanto de cisto humano, as
subunidades AgB8/1, AgB8/2, AgB8/3 e AgB8/4, sendo a subunidade AgB8/1 a
mais representada e a AgB8/3 com 0s niveis mais baixos. Em outra analise
protedmica, Aziz et al. (2011) identificaram as subunidades AgB8/1, AgB8/3 e
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AgB8/4 em liquido hidatico bovino e AgB8/1 e AgB8/4 em liquido hidatico
humanao.

Este trabalho avaliou o conteddo de subunidades em amostras de AgB
purificado com diferentes anticorpos com o objetivo de verificar se essa
metodologia seria capaz de separar fragbes de oligdbmeros com variagdo na
composicdo de subunidades. Os resultados mostraram que nos dois liquidos
hidaticos estavam presentes as subunidades AgB8/1, AgB8/2 e AgB8/4.
Entretanto, a subunidade AgB8/1 foi a Unica identificada em todas as analises,
independente do anticorpo utilizado para a purificagdo. Por outro lado, para
ambas amostras de liquido hidatico, a subunidade AgB8/2 ndo foi identificada na
fracao purificada com a-rAgB8/1.

As diferencas qualitativas observadas entre as fracdes purificadas com
diferentes anticorpos poderiam ser decorrentes de variagbes na composi¢cédo de
subunidades dos oligdbmeros de um mesmo cisto, o que pode ter implicacdes nas
funcdes desempenhadas por essa proteina. Alguns oligbmeros poderiam estar
mais voltados ao transporte de lipidios, enquanto outros estariam associados a
modulacdo da resposta imune. Além disso, as diferencas observadas neste
trabalho em relacéo a literatura mencionada anteriormente ressaltam as variagoes
na expressao dos genes do AgB em diferentes individuos.

Uma hipotese para essa variabilidade entre individuos é a expressao de
diferentes subunidades como adaptacdo ao individuo hospedeiro, regulando a
funcdo da proteina de acordo com as necessidades do parasito. Outra
possibilidade é que a variabilidade esteja correlacionada com a idade do
metacestodeo. A coleta dos cistos hidaticos diretamente dos seus hospedeiros
intermediarios naturais tem a vantagem de fornecer material de estudo em uma
condi¢do nativa. Mas por outro lado, ndo possibilita saber o tempo de infeccéo,
informacdo esta que permitiria analisar possiveis variagdes de expressdo ao
longo do desenvolvimento do metacestodeo.

O AgB teve efeito sobre a atividade metabodlica das quatro linhagens
celulares avaliadas, conforme demonstrado pelos ensaios de MTT. A taxa de
conversdo do MTT foi menor nas culturas tratadas, porém em niveis variados

dependendo do tipo celular. O efeito do AgB foi significativo somente em células
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epiteliais de pulmdo (A549) em concentracbes acima de 5 pg/ml e hepatécitos
(RH) acima de 25 pg/ml. Pulmdes e figado sdo os principais 6rgéos afetados pela
hidatidose cistica (THOMPSON, 1995). A maior sensibilidade desses tipos
celulares pode refletir uma adaptacdo do metacestddeo em se estabelecer e se
desenvolver, preferencialmente, nesses 6rgaos.

Embora seja amplamente utilizado, o ensaio de MTT nao permite inferir
especificamente qual o efeito da proteina sobre as células. Trata-se de um
indicador de estresse fisiologico, que, por sua vez, pode levar a morte celular,
reducgéo da proliferacdo ou alteragdes no metabolismo, reflexo da menor taxa de
conversdo do MTT (RISS et al., 2013).

A variacdo na quantidade de células apés o tratamento com AgB foi
verificada para a linhagem A549. Apds incubacdo com AgB por 24, 48 e 72 h as
células foram imediatamente contadas em hemocitémetro. Observou-se um
namero de células menor na cultura tratada, o que seria indicativo de que
mecanismos de morte celular e/ou reducdo da proliferacdo podem estar
ocorrendo. Contudo, apenas apoés 48 h a reducéao foi significativa, esse resultado
nao era esperado, visto que os efeitos no ensaio de MTT séo observados em 24
h. Uma explicacao para esse contraste seria que os efeitos do AgB sao diferentes
ao longo do tempo. Neste cenario, em um primeiro momento os efeitos seriam
mais pronunciados sobre o estado fisiolégico da célula e, em um segundo
momento, levariam a reducao de proliferacdo ou morte celular.

Apbs a contagem em hemocitémetro foi calculado o nimero de duplicacdes
celulares e ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos tratado e
controle para este parametro. Mesmo assim, € interessante ressaltar que o
namero de duplicacdes € maior no controle até as 48 h. Em 72 h, esse numero &
maior na cultura tratada. Essa inversdo em 72 h poderia resultar da proliferacéo
das células que sobreviveram e permaneceram viaveis nas primeiras 48 h de
tratamento. Além disso, a menor confluéncia nesse grupo pode ter favorecido sua
proliferacdo apos as 48 h. Seria interessante refazer o experimento de contagem
de células apds o tratamento com AgB e calculo do nimero de duplicacdes com

um numero de amostras maior, visto que o teste estatistico pode nao ter apontado
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diferencas devido ao baixo n amostral utilizado (n=3) e a alta variacao
experimental.

O AgB interage diretamente com as células in vitro, pois como observado
por imunofluorescéncia, todas as linhagens analisadas foram capazes de
internalizar a proteina. A internalizacdo do AgB parece ser dependente de vias de
endocitose, pois ndo ocorre em baixa temperatura (4°C), condi¢céo esta que reduz
a atividade celular blogueando as vias de endocitose (RICHARD et al.,, 2003;
NISHI; SAIGO, 2007).

A alta massa molecular ndo deve ser um empecilho para a internalizagao
dos oligbmeros de AgB, visto que diversas proteinas oligoméricas, de diferentes
organismos, sao descritas na literatura sendo internalizadas por células em
cultura. A proteina HypF-N de Escherichia coli € uma proteina amiloidogénica nédo
patogénica cujos oligbmeros sdo descritos como sendo capazes de penetrar no
citoplasma de células em cultura e causar citotoxicidade (BUCCIANTINI et al.,
2002; CAMPIONI et al., 2010; ZAMPAGNI et al., 2011). Mesmo as proteinas
associadas a doencas de deposicdo, a-sinucleina (Doenca de Parkinson) e
huntingtina (Doenca de Huntington) por exemplo, formam oligdmeros e agregados
de alta massa molecular que ndo sO sdo internalizados como também séo
transferidos de uma célula para outra (YANG et al.,, 2002; REN et al., 2009;
DANZER et al., 2011, 2012).

Folle et al. (2013) descrevem que o0 AgB liga & mondcitos/macréfagos e
esta interacdo € inibida na presenca de LDL, sugerindo que AgB e LDL poderiam
compartilhar um mesmo receptor. O receptor LDLR (Low-density-lipoprotein
receptor) foi testado, mas parece nao estar envolvido na interagdo de
mondcitos/macréfagos com AgB (FOLLE et al., 2013).

A endocitose também pode ocorrer independentemente de receptor
proteico, algumas proteinas ligam a lipidios especificos de membrana utilizando-
0s como via de entrada na célula (EWERS; HELENIUS, 2011). Nesses casos, a
internalizagdo ocorre por mecanismos de endocitose ndo usuais, como rafts
lipidicas e inducdo de curvatura na membrana (EWERS; HELENIUS, 2011).
Considerando a alta afinidade do AgB por lipidios, esse também pode ser um

mecanismo para sua entrada nas células. De qualquer forma, estudos mais
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especificos sdo necessarios para determinar a via de entrada do AgB em células
em cultura.

A interacdo do AgB com as células de mamiferos é relevante no contexto
da hidatidose cistica, especialmente em relagcdo a sua fungcdo como molécula
carreadora de lipidios. O AgB pertence ao grupo das HLBPs, proteinas exclusivas
de cestédeos com um papel biolégico central no sequestro e distribuicdo de
lipidios do hospedeiro para o parasito (ALVITE; ESTEVES, 2012). Em cestédeos,
enzimas chave para sintese de novo de colesterol e acidos graxos estdo
ausentes, por isso, o parasito busca essas moléculas no hospedeiro empregando
proteinas transportadoras, FABPs (Fatty-acid binding protein) e o AgB (TSAI et
al., 2013; ZHENG et al., 2013).

Os resultados dos ensaios de MTT e da imunofluorescéncia sugerem que a
internalizacdo pelas células poderia fazer parte do mecanismo pelo qual o AgB
tem acesso aos lipidios de que o parasito necessita e, durante esse processo,
causar algum estresse fisioldgico para a célula, levando a alteracées metabdlicas
e, até mesmo, reducéo da viabilidade celular.

Oligdmeros de proteinas como a HypF-N causam influxo de Ca?* nas
células em cultura, o metabolismo oxidativo requerido para rearmazenar o Ca?*
livre leva ao aumento de espécies reativas de oxigénio, que por sua vez podem
causar danos a célula (ZAMPAGNI et al., 2011). Acredita-se que a exposicao e
flexibilidade de residuos hidrofobicos na superficie dos oligdmeros esteja
relacionada a capacidade dessa proteina de causar disfuncbes nas células
(ZAMPAGNI et al., 2011). Alteracdes no gradiente de ions através da membrana
também sédo causadas pela a-sinucleina e sdo resultado da interacdo dos
oligbmeros soluveis com membranas (MEREDITH, 2005). A a-sinucleina é uma
molécula anfifilica e as regiées hidrofébicas parecem ser importantes para a
interacdo ao possibilitar a insergdo dos oligbmeros nas membranas, levando a
uma desestabilizacdo local ou a formagéo de poros néo seletivos (VOLLES et al.,
2001; MEREDITH, 2005).

Embora as proteinas oligoméricas citadas tenham efeitos citotdxicos ja
bem conhecidos e até mesmo mais pronunciados do que o AgB, é possivel que

existam semelhancas no mecanismo, porém, com diferencas na intensidade.
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Modelos computacionas baseados na sequéncia de aminoacidos de trés
subunidades do AgB (AgB8/1-2-3) demonstram que tratam-se de moléculas
anfifilicas, com uma face hidrofilica e outra hidrofébica (MONTEIRO et al., 2007).
Assim como nas outras proteinas oligoméricas mencionadas, essa caracteristica
pode ser importante no processo de interacdo proteina-célula e, adicionalmente,
causar efeitos adversos para as células do tecido hospedeiro. Estudos mais
especificos sdo necessarios para determinar que mudancas o AgB provoca nas
células e se os seus efeitos podem ser considerados citotoxicos.

Neste trabalho foi demonstrado que o AgB é internalizado por células de
mamiferos em cultura e é capaz de alterar o estado fisiologico das mesmas,
sugerindo que interacdes diretas entre o AgB e as células do hospedeiro podem
ocorrer durante os processos de imunomodulacdo e sequestro de lipidios
desempenhados pelo AgB. Associados a estes processos, também podem
ocorrer alteracdes fisiologicas nas células dos tecidos hospedeiros importantes

para o crescimento e sobrevivéncia do metacestodeo.
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6 PERSPECTIVAS

Dentre as perspectivas deste trabalho estdo determinar as vias de
endocitose que possam estar envolvidas na internalizacdo do AgB, utilizando
inibidores conhecidos para diferentes vias de endocitose, e avaliar se ocorre
indugcdo de mecanismos de morte celular resultante da acdo do AgB sobre as
células em cultura por meio de citometria de fluxo. Além disso, também é uma
perspectiva analisar o conteaddo de microvesiculas produzidas por células
expostas ao AgB in vitro, com o objetivo de i) verificar se poderia ser utilizada pelo
AgB como rota de saida das células, no contexto do sequestro e transporte de
lipidios; e ii) analisar se os efeitos do AgB se estendem a alteracbes na

comunicacao célula-célula.
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